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                研究目的
 筋萎縮性側索硬化症 (ALS) は進行性に運動ニューロンが変性し死に至る神経変性疾患である。
 家族性 ALS (FALS) の原因遺伝子の一つとして Cu/Zn スーパーオキシドジスムターゼ (Cu/Zn
 SOD) が報告されており, FALS の約 20%にこの遺伝子の変異が認められている。 本研究では
 ALS の病態解明のために, FALS 患者で報告された Cu/Zn SOD 遺伝子異常を導入したトラン
 スジェニック (Tg) ラットを作製する。
                研究方法
 PAC ライ ブラリーからプロモーター領域を含むヒト Cu/Zn SOD 遺伝子の全長をクローニン
 グし, 01igonucleo七ide-direc七ed Duai Amber 法で 46 番目のアミノ酸がヒスチジン (CAT) か
 らアルギニン (CGT) に変わる点突然変異 (H46R) を導入した。 これを SD ラット受精卵にマ
 イクロイ ンジェクショ ンすることにより Tg ラットを作製した。 生まれたラットの尾から DNA
 を抽出 し, PCR 法とサザンプロッティングで導入遺伝子を確認した。 ヒト変異 Cu/Zn SOD 遺
 伝子の導入が確認できた Tg ラッ トではその臓器を摘出 し, ウェスタンブロッティ ングでヒト変
 異 Cu/Zn SOD 蛋白の発現量を検討 し, 脊髄における Cu/Zn SOD 活性を検討した。 さらに Tg
 ラッ トの発症か らの臨床経過およ び病理を検討した。
                研究結果
 Tg ラットは5系統が得られた。 そのなかで導入遺伝子のコ ピー数が多く, ヒト変異 Cu/Zn
 SOD 蛋白の発現量が多く認められた Tg ラットのライ ンでは, 進行性の筋脱力, 筋萎縮という運
 動ニューロンの選択的な障害が見られ, 約1ケ月の経過で死に至った。 H46R 変異は銅との結合
 部位に存在するため, 脊髄における Cu/Zn SOD 活性は導入蛋白の多い Tg ラットほど低下して
 いた。 神経病理では主に脊髄前角が障害され, 特に腰髄において運動ニューロ ンが変性消失しア
 ストロサイ トとミクロダリアの増生が著しく 認め られた。 変性 した運動ニューロ ンにはエオジン
 好性の円形の硝子様封入体がみられ, 抗ユ ビキチン抗体で染色された。 また, 腫大し蛇行した軸
 索がみられた。 これらの所見は ALS 患者の病理所見で認められる変化と類似 した所見であった。
               結論
 ヒト変異 Cu/Zn SOD 遺伝子を導入した Tg ラットは, ALS 様の症状および病理像を呈 し,
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 ALS のモデル動物と して今後の病態解明に有用であると考え られた。
               研究の意義・独創的な点
 これまで ALS のモデル動物と して Tg マウスがf乍製されてきたが, 病態の主座である脊髄が
 小さく病理学的検討や蛋白質などの解析が充分にできないことが問題であった。 今回初めてラッ
 トで ALS のモデル動物を作製したことでこの問題点が解消され, さらに髄液の解析, 治療実験
 として髄腔内投与が可能になるな ど今後の ALS の病態解明に有用なモデルであると考え られる。
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 審査結果の要旨
 筋萎縮性側索硬化症 (ALS) は進行性に運動ニューロンが変性し死に至る神経変性疾患である。
 家族性 ALS (FALS) の原因遺伝子の一つとして Cu/Zn スーパーオキシドジスムターゼ (Cu/Zn
 SOD) が報告されており, FALS の約20%にこの遺伝子の変異が認められている。 本研究では
 ALS の病態解明のために, FALS 患者で報告された Cu/Zn SOD 遺伝子異常を導入した トラン
 スジェニック (Tg) ラッ トを作製することを目的とする。
 PAC ライ ブラリーからプロモーター領域を含むヒト Cu/Zn SOD 遺伝子の全長をク ロ一二ン
 グ し, Oligonucleotide-directed Dual Amber 法で46番目のアミノ酸がヒスチジン (CAT) から
 アルギニン (CGT) に変わる点突然変異 (H46R) を導入した。 これを SD ラット受精卵にマイ
 クロイ ンジェクショ ンすることにより Tg ラッ トを作製 した。 生まれたラッ トの尾から DNA を
 抽出 し, PCR 法とサザンプロッティングで導入遺伝子を確認した。 ヒト変異 Cu/Zn SOD 遺伝
 子の導入が確認できた Tg ラッ トではその臓器を摘出 し, ウェスタンブロッティ ングでヒ ト変異
 Cu/Zn SOD 蛋白の発現量を検討 し, 脊髄における Cu/Zn SOD 活性を検討した。 さらに Tg ラッ
 トの発症からの臨床経過および病理を検討 した。
 その結果, Tg ラットは5系統が得られた。 そのなかで導入遺伝子のコピー数が多く, ヒト変
 異 Cu/Zn SOD 蛋白の発現量が多く認められた Tg ラッ トのライ ンでは, 進行性の筋脱力, 筋萎
 縮という運動ニューロンの選択的な障害が見られ, 約1ケ月の経過で死に至った。 H46R 変異は
 銅との結合部位に存在するため, 脊髄における Cu/Zn SOD 活性は導入蛋白の多い Tg ラットほ
 ど低下していた。 神経病理では主に脊髄前角が障害され, 特に腰髄において運動ニューロンが変
 性消失 しアス トロサイ トとミクログリァの増生が著 しく 認められた。 変性 した運動ニューロンに
 はエオジン好性の円形の硝子様封入体がみられ, 抗ユビキチン抗体で染色された。 また, 腫大し
 蛇行 した軸索がみられた。 これらの所見は ALS 患者の病理所見で認められる変化と類似 した所
 見であった。
 ヒト変異 Cu/Zn SOD 遺伝子を導入 した Tg ラットは, ALS 様の症状および病理像を呈 し,
 ALS のモデル動物として今後の病態解明に有用であると考えられた。 これまで ALS のモデル動
 物として Tg マウスが作製されてきたが, 病態の主座である脊髄が小さく病理学的検討や蛋白質
 などの解析が充分にできないことが問題であった。 今回初めてラッ トで ALS のモデル動物を作
 製したことでこの問題点が解消され, さらに髄液の解析, 治療実験として髄腔内投与が可能にな
 るな ど今後の ALS の病態解明に有用なモデルであると考えられ, 学位に値する研究と考えられ
 る。
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